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(54) Title: SEPARATING MATERIALS AND PROCESS FOR THEIR mEPARAHON 

(54) Beaefchnuiig: IRENNMATERIALIEN UND VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG 

(57) Abstract 

The invention concerns separating materials based on hydroxyl group-ccmtaining carriers whose surfaces are coated with covalcntly- 
bonded polymers. The invention further concerns processes for preparing these materials. The separating materials aie characterized in that 
the polymers consist of identical recurring units of formula (I) -[-CHi-CHX-h, in which X means CO-NH-CHs-CHa-SOsH and n means 
2 - 100. 

Die Erfindung betrifft Trennmaterialien auf Basis von hydroxylgruuppenhaltigen Trftgem, deren Oberfiachen mit kovalent gebundenen 
Polymeren beschichtet sind, sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. Die T^rennmaterialien sind daduich gekennzeichnet, dafi die Polymeren 
aus gleichen wiedericehrenden Einheitcn der Formel G) -[-CH2-CHX.]ti bestehen, worin X CO-NH-CHz-CHi-SOsH und n 2-100 bedeuten 
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Trannmateriaiien und Verfahren 
zu ihrer Herstellung 



Die Erfindung betrifft Trennmaterialien auf Basis von hydroxylgruppenhal- 
tigen Trdgem, deren Oberfldchen mit kovalent gebundenen Polymeren 
beschichtet sind sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Die erfindungsgemdBen Trennmaterialien ltdnnen zurTrennung von 
Mal^romolekulen. insbesondere zur Fraktlonierung von Blopolymeren, 
eingesetzt werden. Die Auftrennung und Relnigung biologischer Makro- 
molel<Qle. wie Nucleinsauren. Proteine. Enzyme, subzellulare Einheiten. 
Peptide. monoMonale Antikdrper oder ganze Zellen. hat im Hinblick auf 
die Gente^nologie und Biotechnologie groBe Bedeutung ertangt. 

Bekannt is! z.B. der Einsatz von lonenaustauschern zur Fraktioniemng 
von blologischen MakromolekOlen. Die herkdmmlichen Materialien beste- 
hen aus Polymeren wie Polymethacrylate. Polystyrole, Agarose, vernetz- 
tes Dextran oder Kieselgelen. die entsprechende funktionelle Gmppen 
tragen. 



Aus der EP 337 144 sind Trennmaterialien auf Basis von hydroxylgrup- 
penhaltigen Trdgem, deren Oberflflchen mit kovalent gebundenen Poly- 
meren beschichtet sind, bekannt. wobei die Polymeren gleiche oder ver- 
schiedene wiederkehrende Einheiten darstellen, die durch Pfropfpoly- 
merisation in Qegenwart von Cer(IV)-lonen an den Triger gebunden 
werden. 

Diese Trennmaterialien sind nicht in ihrer Gesamtheit optimal und weisen 
insbesondere im Hinblick auf das Herstellungsverfahren und die Pfropfungs- 
ausbeute noch erhebliche Nachteile auf. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein optimales Trennmaterial zur 
Verfugung zu stellen. das die en«vdhnten Nachteile nicht hat. 
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Gegenstand der Erfindung sind Trennmateriaiien auf Basis von hydroxyi- 
gruppenhaltigen Trdgern. deren OberflSchen mit kovalent gebundenen 
Polymeren beschichtet sind, die dadurch gekennzeichnet sind. daB die 
Polymeren aus gleichen wiederkehrenden Einheiten der Formel I 
bestehen 



worin X CO-NH-CHa-CHj-SOaH und 
n 2-100. vorzugsweise 15-50, 

bedeuten. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Herstellung 
dieser Trennmateriaiien. die dadurch gekennzeichnet sind, daB man die 
Pfropfpolymerisation in Gegenwart von Cer(IV)-lonen und von 1 bis 
3,5 Mol/I anorganischer Saize im Polyacrylierungsansatz durchfuhrt 

Oabei ist es besonders vorteilhaft, wenn die fOr die Polymerisation erfor- 
dertichen Monomere durch Umsetzung von Acrylat mit Aminoethansuifon- 
sdure in wdBriger L6sung in Gegenwart eines Stabilisators herstellt und 
direkt zur Pfropfpolymerisation eingesetzt werden. 

UberraschendenAreise hat sich gezeigt, daB die erfindungsgemSBen 
Tr§germaterialien fur schnelle chromatographische Trennungen beson- 
ders geeignet sind. Die Trennmateriaiien sind universell einsetzbar fOr die 
lonenaustauschchromatographie von MakromolekOlen, insbesondere von 
Biopolymeren. 

Die erfindungsgemdBen Trennmateriaiien bestehen aus TrSgerteilchen mit 
Hydroxylgruppen. auf die Ober die a-C-Atome der Hydroxylgruppen ein 
polymeres Material, ausgehend von dem Monomeren Suifoethylacrylamid 
aufgepfropft ist. 
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Al8 Trftgerteilchen Kommen alle aligemein bekannten porOsen und unpo- 
rOsen Chromatographietrfiger. die primSre odersekundAre. aHphatische 
Hydroxylfunlctionen an derOberflflche aufweisen. in Frage. 

5 Bevorzugt sind dabei beispielsweise hydrophile Potymere auf Acrylat- und 
Methacrylatbasis. Polymere auf Polyvinytalkohol-Basls. diolsubstituierte 
Kieselgele. Polysaccharide auf Agarose-Basis. Cellulose. Cellulosederi- 
vate Oder Polymere auf Dextran-Basis. Es kdnnen aber selbstverstdndlich 
auch andere Polymere Oder Copolymere auf der Grundlage von Mono- 

10 meren wie Vinylverbindungen, Acrylamid, (Meth)Acrylsaureestem Oder 
(Meth)Acrylnltril In hydroxyiierter Form eingesetzt werden. 

Die DurchfOhmng von schnellen chromatographischen Trennungen im 
sogenannten Down stream processing hat in letzter Zeit zunehmende 

1 5 Bedeutung bekommen. Zwei wichtige Aspekte sprechen z-B. bei der 

Protein relnigung fur die DurchfOhrung einer schnellen Trennung: EIn zu 
langer Kontakt des zu reinigenden Proteins mit dem TrSgermaterial fuhrt 
zu einem Abfall der biologischen Aktivitat und die bei einem ZeltaufschluS 
freigesetzten Proteasen zerstdren bei einer iangen Elutionsdauer die 

20 Proteine. 



Eine wesentliche Voraussetzung fur die DurchfQhnjng einer schnellen 
Trennung ist jedoch. da0 die Proteinbindungskapazitat unabhftngig von 
der llnearen RuOrate ist. Durch die Konstruktion von Partikein mit durch- 
gehenden Poren sind Materialien fur die sehr schnelle Chromatographie 
mit linearen FluBraten von gr63er 1000 cm/h entwickelt worden. Bisher 
nicht bekannt ist jedoch. daB auch die Art des gebundenen Ugandan 
einen EinfluB auf die Eignung eines Trdgermaterials fOr die schnelle 
Chromatographie hat. 

Es wurden nun festgestellt. daB es eine AbhSngigkeit zwischen der 
chemischen Struktur eines Ugandan (bei einem Kationenaustauscher) 
und der l-fdhe der sogenannten dynamischen Proteinbindungskapazitdt 
(Durchbruchskapazitat in Abhdngigkeit vom linearen FluB) gibt. 
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Zur Bestimmung dor dynamischen Proteinbindungskapazitat wurde das 
Monomer Sulfoethylacrylamid in Gegenwart von Cer(IV)*ionen auf Fracto- 
gei gepfropft und in eine Sflule gefQitt (Superfbrmance^ 50-10 mm). Ais 
Probe wurde eine LOsung von 10 mg/ml Lysozym in Phosphatpuffer ein- 

5 gesetzt. Dabei zeigte sich, daB bei einer linearen FluBrate von 720 cm/h 
die dynamtsche Proteinkapazitdt sich nur um 253 % verringeit hat. Bei 
gleicher Versuchsdurchfuhrung. jedoch mil Sulfoisobutylacrylamld als 
aufgepiropftem Monomer hatte sich die dynamische Proteinkapazitdt um 
65.5 % verringeit. Das zeigt. daS Qberraschenderweise die Art des ge- 

10 bundenen Ugandan einen groBen EinfluB auf die Elgnung eines TrSger- 
materials fOr die schnelie Chromatographie hat. 

Deswelteren wurde Qberraschendenveise festgesteilt, daB die Verwen- 
dung hfiherer Konzentrationen von anorganischen Salzen im Ansatzzur 

15 Pfropfpolymerisation zu einer erheblichen Steigerung der Pfropfungsaus- 
beute fuhrt. Das zeigt sich im Falie von aufgepfropften ionenaustauschern 
vom Typ der substituierten Polyacrylamide unter anderem durch eine stark 
erhdhte dynamische Bindungskapazitat fur Proteine. Aus diesem Obenra- 
schenden Effekt erglbt sich eine bisher noch nicht bekannte Steuerungs- 

20 mSglichkeit fur die erreichbare Ligandendichte auf der inneren OberflSche 
von Chromatographietrdgem und andenveitig verwendeten partikulSren 
Oder membranartigen Materialien, die durch Pfropfpolymerisation auf das 
Basismaterial hergesteitt warden. Dieser Effekt greift insbesondere bei der 
Verwendung hydrophiler Monomerer, die stark saure Gruppen enthaften. 

25 wie im FalJe des erfindungsgemdB verwendeten Sulfoethylacryiamkis. 

Die Konzentration der anorganischen Saize im Polyacrylierungsansatz fur 
die Pfropfpolymerisation solite im Bereich von 1 bis 3,5 Moi/I liegen. vor- 
zugsweise bei 2 bis 3 Mol/I. Dabei kdnnen alle SaIze venwendet werden. 
30 die mit den zur Initiierung der Polymerisation verwendeten Startem. z.B. 

Cer(IV)-lonen. keine Oder nur eine geringe Wechselwirkung eingehen. Fur 
das erfindungsgemdBe Verfahren geeignete anorganische SaIze sind z.B. 
Natriumchlorid, Natriumperchlorat, Natriumsulfat. Ammoniumsulfat usw.. 
sowie Gemische dieser SaIze. 
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Durch Zusatz hOherer Konzentrationen anorganischer Saize im Poiyacry* 
lierungsansatz {zB. 3 MoUl Natriumchiorid Oder 1 Mol/i Natriumchlorid 
plus 1 Mol/I Natriumperchlorat) wird z«B. die Pfropfungsausbeute fQr 
Sulfoethylacrylamid auf Fractogel^ HW 65 (S) Oder Fractogel^ HW 65 (M) 

5 gegenOber vergleichbaren AnsStzen mit niedrigerer Salzkonzentrationen 
(1 Mol/I Natriumchlorid) bis zum Dreifachen erh6ht. Abb. 1 zeigt die 
Abhangigkeit der dynamischen Bindungskapazitdt von Fractogel* 
EMD SE-650 (S) fur Lysozym von der Dauer der Polyacrylieaing In 
Gegenwart von 3 Mol/I Natriumchiorid (Kurve a), von 1 Mol/I Natrium- 

10 chlorid bzw. ohne Satzzusatz (Kurve b). Die AnsatzgrSBe betrug Jewells 
2.5 1 Gel in 12.5 1 Gesamtvolumen. Der Vergleich mit Ansdtzen ohne 
Salzzusatz zeigt die deutliche Verbesserung des Ergebnisses hinsichtiich 
der erreichbaren Bindekapazitdt fQr Protein. Daruberhtnaus wird deutiich. 
daB die durch Aufnahme einer derartigen *Pfropfungskinetik" ermittelten 

15 Reaktionsbedingungen auch im Falle von Chargenwechsel mchtiger 
Komponenten eine reproduzierbare Steuerung der Protein* 
bindungskapazitdt des Produkts zulSDt. 

Die verschiedenen anorganischen SaIze sind In Abhangigkeit von den 
20 durch sie in den Polymerisationsansatz eingebrachten lonenarten von 
unterschiedlichem EinfluB auf die Pfropfungsausbeute. Die hdchsten 
Bindekapazitaten des Pfropfprodukts fQr Lysozym wurden mit 200 mg/ml 
Gel durch Poiyacryliemng in Gegenwart von 1 Mol/I Natriumperchlorat 
erhalten. Hierbei war auBerdem eine Konzentration von 1 Mol/I Natrium- 
25 chlorid als Folge der zuvor durchgefuhrten Neutralisation der eingesetzten 
Monomeridsung im Reaktionsansatz vorhanden. Ansdtze. bei denen der 
Zusatz von Natriumperchlorat weggelassen wurde. erreichten dagegen 
auch bei auf 12 Stunden vertdngerter Reaktionszeit maximale Bindungs- 
kapazitaten von 65 mg/ml Gel. Steigenjngen der Bindekapazitat auf Werte 
30 zwischen 100 und 180 mg/ml wurden durch Zusatz von Natriumchlorid. 

Ammoniumsulfat und Natriumsulfat anstelle von Natriumperchlorat und in 
Konzentrationen von 1 bis 3,5 Mol/l erhalten. 

Die Herstellung der Trennmaterialien nach der Erfindung erfoigt durch 
35 Rropfpolymerisation mit Sulfoethylacrylamid. das seinerseits durch Um- 
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setzung von Acrylsflurederivaten mit Aminoethansulfonsflure hergestellt 
sind. Als bevorzugtes Acrylsfiurederivat wird Acrylsfiurechlorid eingesetzt, 
das f risch destilliert und bei -20 X im Dunkein aufbewahrt etwa zwei 
Jahre fOr den erfindungsgemSBen Einsatz geeignet bleibt. Fur die Um* 

5 setzung von Acrylsdurechlorid mit Aminoethansulfonsdure ist der Zusatz 
eines Stabilisators erforderiich. Dieser wird dem Acrylsdurechlorid un- 
mittelbar vor der Verwendung zugesetzt und kann dann innerhalb weniger 
Stunden und ohne wdrmer als 10 X zu warden in die Acrylierungsreaktion 
eingesetzt werden. Das so stabilisierte Sulfoethyiacrylamid ist als wdBrige 

10 Lfisung bei Temperaturen untertialb von 1 0 im Dunkein mehrere 
Monate lang ohne feststelibare nachteilige Verinderungen haltbar. 

Als wirksamer Stabilisator nach der vorliegenden Erfindung hat sich ins- 
besondere 4*Methoxyphenol erwiesen. Der Stabilisator sollte in Konzen- 
15 trationen von etwa 0»01 bis 2 mM im Pfropfungsansatz eingesetzt werden. 

Die wiOrige Ldsung eines nach diesem Verfahren hergestellten Sutfo- 
ethylacrylamids zeigt bei der Analyse mit HPLC keine Hinweise auf an- 
wesende Nebenprodukte. Damit ist auch gezeigt. daB die vorausgegan- 
gene kurzzeitige Stabilisierung des Acrylsdurechlorids durch 4-Methoxy- 
phenol als ausreichend zur Vermeidung der Oligomerisiemng anzusehen 
ist. Oben^aschenderweise wirkt sich die Anwesenheit des bisher unge- 
brduchlichen Stabilisators wflhrend der nachfolgenden Pfropfpolymeri- 
sation nicht stOrend auf das Ergebnis der Polymerisation aus. 

Beispiel 1 

Acrylierung von AminoethansulfonsSure 

30 Eine LAsung von 50 g Aminoethansulfonsflure und 32 g Natriumhydroxid- 
Piatzchen In 400 ml destilliertem Wasser wird mit einem Eisbad auf 5 ""C 
abgekuhlt. In diese Lfisung werden 32 ml AcrylsAurechlorid, dem kurz 
vorher 3,85 mg 4-Methoxyphenol zugegeben werden. innerhalb einer 
Stunde zugetropft. so daB die Temperatur 8 ^^C nicht Qberschreitet. Das 

35 Eisbad wird dann entfernt. mit 25%iger Salzsdure auf einen pH-Wert von 4 
eingesteitt und noch eine Stunde nachgeruhrt. 
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Baispial 2 

Polymerisation auf Fractogei* 

5 Zu Giner Suspension von 400 ml Fractogel* H W 65 S und 1 200 ml destil- 
liertem Wasser. das 292,2 g Natriumchlorid enthait, werden 810 ml der 
LOsung nach Belspiet 1 und die StarteriSsung aus 14.5 g Ammonium- 
cer(IV)nitrat, gelOst In 50 ml 0,5 M Salpetersaure,hinzugeben und 
5 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird 

10 mit Hilfe einer Glasfritte P2 abgesaugt und anschlieOend mit folgenden 
Waschl&sungen gewaschen: 

je 500 ml Schwefelsaure 0.2 M/Natriumsulfit 0.2 M. 
destiillertes Wasser. zweimal. 
1 5 SchwefelsSure 0.2 M. 

destilliertes Wasser, zweimal. 
Natronlauge 1 M, 
destilliertes Wasser. 
Phosphatpuffer. 0.2 M. pH 7, 

20 

Das erhaltene Gel wird In 0.02 M Phosphatpuffer (pH 7) dem 0.2 % 
Natriumazid zugesetzt sind, Oder auch in Ethanol 20 %/150 mM 
Natriumchlorid gelagert. 

25 Anstelle von 292,2 g Natriumchlorid kSnnen z.B. auch 330.35 g Ammo- 
niumsulfat Oder 351 ,15 g Natriumperchlorat eingesetzt werden. 

Beispiel 3 

30 Bestimmungderdynamischen Proteinblndungskapazitat 

a) Eine Superformance*-Saule 50-1 0 mm wird mit dem Trennmaterial 
aus Beispiel 2 gefullt und 50 ml einer Probe von 10 mg/ml Lysozym 
in 20 mM Phosphatpuffer, pH 7, aufgebracht. Das Eluat vvurde bei 
35 280 nm gemessen mit folgendem Ergebnis: 
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Lineare FluBrate 


mg Lysozym/ml gepacktes Gel 


[cm/h] 




40 


57.8 


80 


55.6 


200 


54,8 


400 


49,8 


720 


43,0 



10 

Die Tabelle zeigt, daB sich die dynamische Proteinbindungskapazitdt 
bei einer linearen FluBrate von 720 cm/h mit dem Trennmaterial nach 
Beispiel 2 nur um 25.6 % verringert hat. 

^5 b) Die Bestimmung wird mit einem Trennmaterial durchgefuhrt, das 
ansteile von Sulfoethylacrylamidgruppen mit Sulfoisobutylacryl- 
amidgruppen beladen ist. Die Durchfuhrung erfolgte analog 
Beispiel 3a) mit folgendem Ergebnis: 
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Lineare FiuSrate 
[cm/h] 


mg Lysozym/ml gepadctes Gel 


40 


74,8 


80 


66,9 


200 


49.4 


400 


36.6 


720 


25.8 



Die Ergebnisse zeigen. daB bei einer linearen FluBrate von 720 cnVh 
die dynamische Proteinbindungskapazitat nur noch einen Wert von 
35 % der Ausgangskapazitat hat. 
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Trennmaterialien auf Basis von hydroxyigruppenhaltigen TrSgem. 
deren Oberfldche mit kovatent gebundenen Polymeren beschichtet 
sind, dadurch gekennzeichnet, daO die Polymeren aus glelchen 
wiederkehrenden Einheiten der Forme! I bestehen 



worin X CO-NH-CHa-CHa-SOaH und 
n 2-100 

bedeuten. 

Verlahren zur Herstellung von Trennmaterialien gemSB Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet. da3 man die Pfropfpolymerisation in 
Gegenart von Cer(IV)-lonen und von 1 bis 3.5 Mol/1 anorganischer 
Saize im Polyacrylierungsansatz durchfuhrt. 

Verfahren zur Herstellung von Trennmaterialien nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB man das Monomere durch Umsetzung 
von Acrylat mit Aminoethansulfonsflure in wSBriger LOsung In 
Gegenwart eines Stabilisators herstellt und direkt zur Rropfpoly- 
merisation einsetzt. 

Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. daB als 
Stabiliator 4-Methoxyphenol eingesetzt wird. 
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